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Introduction générale

Anciennement, avant que I’humanité n’ait découvert I’existence des microorganismes, 1’idée
que certaines plantes avaient un potentiel curatif et préventif a été bien accordée en tant que
nouveaux agents thérapeutiques alternatifs (Rios et Recio, 2005).

Selon I’OMS, la phytothérapie ou la thérapie par les plantes est considérée comme une
médecine non conventionnelle et traditionnelle du fait de I’absence d’étude clinique
(Azalenko, 2005). Ces plantes dites médicinales jouent un role crucial dans le soulagement et
le traitement de différentes pathologies et maladies humaines (Landoulsi et al., 2018).
Les plantes médicinales ont I’aptitude de synthétiser des milliers de composés naturels
bioactifs appelés métabolites secondaires, tels que les polyphénols, les alcaloides et les
terpénes. Plusieurs études ont mis en évidence la présence et la diversité des activités de ces
métabolites secondaires (Bruneton, 1999 ; Haddouchi et al., 2016), ils constituent donc un
immense réservoir de composés d’une grande diversité chimique, possédant un large éventail

d’activités.

Les bactéries sont des organismes microscopiques, elles font partie des premiéres formes de
vie connues sur terre. Diverses infections et maladies sont provoquées par les
microorganismes dues a leur pathogénicité et leurs croissances rapides, elles peuvent avoir de
graves consequences sur la santé humaine. Le développement de la résistance microbienne
aux antibiotiques a conduit les chercheurs a réaliser de nombreuses études et attestent des
propriétés antibactériennes de certaines plantes ou substances naturelles « antibiotiques
naturels », capables de lutter efficacement contre les bactéries qui tuent ou empéchent leurs

croissances (Boudjouref, 2011).

Au fil du temps, les plantes médicinales sont appréciées et connues dans plusieurs régions du
monde due a leur efficacité (Djeddi et al., 2015). Parmi ces plantes nous citons Populus
nigra, Clematis flammula et Fraxinus angustifolia qui sont traditionnellement utilisés pour
leurs divers effets thérapeutiques et propriétés biologiques. Dans le but de continuer a
explorer les vertus médicinales de ces matrices végétales, nous avons réalisé ce présent travail
pour estimer la teneur de ces trois espéces vegétales en leurs composeés actifs essentiels « les

polyphénols » et évaluer leur pouvoir antibactérien.

Le phénomene de la résistance bactérienne aux antibiotiques est du en grande partie a la
prescription massive d’antibiotiques par les médecins et leur mauvaise administration. Ces
derniéres années, de profonds changements ont marqués les connaissances en microbiologie

médicale, spécialement le nombre croissant de microorganismes impliqués dans les processus
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pathologiques et la résistance aux traitements appliqués. Ces différentes difficultés ont suscité
notre intérét pour la recherche d’autres substances antibactériennes pouvant constituer une
solution alternative plus efficaces contre les résistances aux antibiotiques ayant moins d’effets

secondaires que les antibiotiques et moins onéreux.
Pour ce faire, ce memoire est subdivisé en deux grandes parties :

v' La premiére partie est consacrée a la synthese bibliographique regroupant des
généralités sur la phytothérapie et les plantes médicinales aussi sur la description des
plantes choisies, ainsi qu’un apergu sur 1’activité antibactérienne.

v La deuxieéme partie est dédiée a la partie expérimentale a savoir la présentation du
matériel et des protocoles expérimentaux utilisés, le processus d’extraction, 1’analyse
phytochimique des extraits est basée principalement sur la qualification et la
quantification des composés phénoliques, ainsi que la recherche de leurs activités
antibactériennes suivies des résultats des différents tests effectués ainsi qu’une

discussion générale.
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I.1. Phytothérapie et description des matiéres végétales

"La phytothérapie est un mot d’origine grecque qui se compose étymologiquement de deux
racines : phuton qui signifie « plante »» et thérapie qui signifie «traitement»»". Elle correspond
a I'utilisation de plantes dites “médicinales” pour traiter ou prévenir les maladies et les
pathologies bénignes. Cette pratique est ancestrale et répandue dans le monde entier ; nous
distinguons deux types de phytothérapies traditionnelle et clinique (Gayet, 2013).

Selon la pharmacopée frangaise d’aprés sa Xéme édition : "les plantes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses”
(Debuigne, 1974), ses parties telles que la feuille ou 1’écorce contient une ou des substances
pouvant étre utilisé a des fins thérapeutiques en possedent des vertus curatives (Abayomi,
2010).

1.1.1. Description de Populus nigra
1.1.1.1. Description botanique et composition chimique

Populus nigra est une espece dioique, pionniere, c’est un arbre de grande taille qui peut
atteindre 25 a 30 m de hauteur et capable de vivre jusqu’a 150 ans (Marnotte et al., 2006). Il

fleurit au début du printemps (mars-avril) et affectionne les lieux humides et s’épanouit dans

la lumiére et aux endroit riches en végétations (Jerkovic et al., 2003).

Tableau I : Principaux parties de Populus nigra et leurs métabolites secondaires.

La P artie Description Métabolite secondaire Références
de ’arbre
Ecorce Brune et plutdt sombre | Contient des phénols glycosides, (Khare, 2007)
parfois presque noire la salicine et populin (salicine (Siler et al., 2014 ;
Allant jusqu’a 2 m de benzoate) qui cause I'élimination | Merghache et al., 2016)
diametre de l'acide urigue. Les tanins sont
également présents (5-9 %)
Petits et collés aux Contiennent un glucoside : le (Goetz, 2011)
Bourgeons | rameaux, populoside benzoylosalicoside. Ils (Siler et al., 2014 ;
glabres et visqueux sont tres riches en salycates, en Merghache et al., 2016)
acides phénoliques et en
flavonoides
Denticulées, vertes et
Les feuilles | glabres sur les deux Glucoside de salicylé, (Jerkovic” et al., 2003)
faces de forme Béta-caryophylléne et des (Siler et al., 2014 ;
triangulaire a losangique | composés volatiles Merghache et al., 2016)
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A B C

Figure 01 : Images de différentes parties du peuplier noir :(A) arbre entier (B) Feuilles (C) bourgeons
(Siler et al., 2014).

1.1.1.2. Répartition géographique et position systématique

L’aire de répartition du peuplier noir est vaste, il pousse en Afrique du nord (Maroc, vallée du
haut Atlas), notamment en Algérie il se répartit surtout en montagnes, commun a El Kala, la
Kabylie et Tlemcen (Beloued, 1998), elle s’étend a travers le sud de I’Europe jusqu'a I'Asie
centrale, en Sibérie et en Amérique du Nord (annexe 01) (Hane and Dobbertin, 2006).

La position systématique de Populus nigra est rapportée dans le tableau I1I.

Tableau Il : Position systématique de Populus nigra (Siler et al., 2014)

Régne Végétal
Sous-régne Eucaryotes
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement

Angiospermes

Classe Dicotylédones
Ordre Salicales
Famille Salicacées
Genre Populus
Espéce Populus nigra
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Populus nigra est connu sous divers noms vernaculaires a savoir : Peuplier noir, Peuplier noir
européen, Peuplier franc, Liard, Liardier, Bioule (en frangais), Black Poplar (en anglais),

Sefsaf (en arabe) et Asgarsif (en berbére).

1.1.1.3. Usage thérapeutique et activités biologiques de Populus nigra

Puisque la composition du peuplier noir est riche en divers composés et connu pour ses vertus
médicinales, ceci lui confére plusieurs activités biologiques (Dudonné et al., 2011). La partie
la plus utilisée en phytothérapie est les bourgeons suite a leur abondance en métabolites
secondaires (Siler et al., 2014). Les bourgeons sont impliqués contre diverses affections
douloureuses, maladies chroniques des poumons et des voies urinaires, la toux et les

rhumatismes chroniques (Hane et Debbertin, 2006).
Activité anti inflammatoire

Une étude realisée par Zhang et ses collaborateurs en 2006 a montré que les extraits de
plusieurs especes de Populus ont une activité anti inflammatoire due a la richesse en

flavonoides et en salicylates.
Activité anti oxydante

Les effets antioxydants de Populus sont essentiellement attribués aux polyphénols majeurs et
aux flavonoides (Neacsu et al., 2007), comme 1’ont montré les travaux de Dudonné et al.,
(2011) que D’extrait aqueux des bourgeons de Populus nigra est doté d’une activité

antioxydante.

Activité antalgique et antiseptique

La décoction de 1’écorce du genre de Populus est adoptée comme un reméde auprés des
douleurs (Zhang et al., 2006), les extraits a base des bourgeons de nombreuses especes du
Populus est employée pour le traitement des plaies et des ulceres due au phénol et flavonoides
(Isidorov et al., 2008).

1.1.2. Description de Clematis flammula
1.1.2.1. Description botanique et position systématique

Clematis flammula est une plante indigene, volubile a feuilles caduques composées de 3 a 7

folioles étroites, portées par de longs pétioles, ses tiges gréles, grimpantes ou rampantes



Chapitre | Synthése bibliographique

s’allongent parfois jusqu’a 5 m, tandis que la vigne ligneuse porte des fleurs blanches
parfumées de juillet & septembre (Kumar et al., 2008 ; Guesmi et al., 2019)

Figure 02 : Image de Clematis flammula et ses différentes parties [1]

La position systématique de Clematis flammula est présentée dans le tableau I11.

Tableau I11 : Position systématique de Clematis flammula (Keener et al., 1982)
Régne Plantae
Sous- regne Trachéophytes
Classe Dicotylédones
Ordre Ranunculales
Famille Ranunculaceae
Genre Clematis
Espéce Clematis flammula

Clematis flammula est connue sous divers noms a savoir : Clematite flammette, Clematite
brulante (en francais), Sweet scented virgin’s bower (en anglais), Nard barda et Yasmine bari

(en arabe), Azenzou (en berbeére).
1.1.2.2. Composition chimique et distribution

Clematis flammula est I’'un des genres les plus étendus des Ranunculaceae et comprend
environ 350 especes, elles sont répandues dans le sud de I’Europe et du nord de I’ Afrique et
cultivées localement dans la région médiane des deux hémispheres, avec certaines especes

diffusées dans les zones tropicales (Tamura, 1995). Le genre de clématite est connu comme
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une riche source des saponines triterpénoides, la ranunculine et ses derives, les flavonoides,

les polyphénols et les acides organiques... (Chawla et al., 2012).
1.1.2.3. Utilisations traditionnelles et effets thérapeutiques

Cette plante est considérée comme un agent anti-inflammatoire utilisé en médecine
traditionnelle. Sa saveur lui permet d’étre comme ingrédient dans de nombreux types de plats
traditionnels et ses qualités antalgiques recommandées pour les femmes qui viennent
d’accoucher. Les parties fraiches des clématites sont largement utilisées en dermatologie, la
sciatique et les rhumatismes (Bellakhdar, 1997 ; Rivera Nufiez et al., 2008). Ainsi utilisées
pour traiter de nombreux maux, en particulier I'arthrite, les bralures superficielles et méme le
cancer (Atmani et al., 2011). Le criblage phytochimique des espéces de Clematis a montrée
des activités antioxydantes (Mushtaq et al., 2013 ; Hemlata et al., 2016). Les extraits
éthanoliques de Clematis flammula montre une activité antifongique et anti-biofilm
prometteuse contre Condidat albicans. Ces extraits ont pu empécher a la fois la formation et
le développement du biofilm en empéchant I'adhésion et la croissance du tube germinatif et

allongement des hyphes (Ourabah et al., 2019).

1.1.3. Description de Fraxinus augustifolia

1.1.3.1. Description botanique et position systematique

Fraxinus angustifolia dont le nom commun est le Fréne oxyphylle, est un arbre majestueux de
hauteur moyenne de 15 a 25 m. Ses feuilles sont caduques, opposées parfois alternées souvent
a fleurs odorantes (Moulaoui et al., 2015) sans pétales ni septales. La période de floraison est
en mois de mars et mai (Beloued, 2009). Il appartient a la famille des Oléacées et pousse dans
la région méditerranéenne, l'ouest de I'Asie jusqu'a I'ouest de I'lran (Caudullo et Durrant,

2016). La position systématique est illustrée dans le tableau IV.

Figure 03 : Photographie de Fraxinus angustifolia et ses différentes parties [2]
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Tableau IV : Position systématique de Fraxinus angustifolia (Wallander, 2001).

Regne Végeétal

Groupe Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous-classe Astérides

Ordre Oleales

Famille Oléacées

Genre Fraxinus

Espéce Fraxinus angustifolia
Sous-espéce Angustifolia

1.1.3.2. Composition chimique et propriétés thérapeutiques

Cet arbre est une source importante de composés chimiques, il est riche principalement en

tanins, sécoiridoides et en phényléthanoide. Nous notons aussi la présence de coumarine,

lignane et flavonoides (Kostova et lossofova, 2007), Ce qui explique ses multiples propriétés

biologiques, utilisée dans le traitement de plusieurs maladies depuis tres longtemps.

>

Effet diurétique : I’extrait de feuilles de Fraxinus facilite I'excrétion rénale due a la

présence des flavonoides (Casadebaig et al., 1989).

Activité antioxydante : les études effectuées par Meyer et ses collaborateurs ont prouvé
que cet effet est di a la présence des antioxydants et des constituants coumariniques
(Marinova et al., 1994).

Activité anti inflammatoire : due a la présence des polyphénols principalement les
flavonoides qui sont des puissants inhibiteurs de la cyclooxygénase et la lipolloxygénase :
enzymes responsables de phénomene inflammatoire (Strehl et al., 1995).

Activité antivirale : contre le virus de la grippe, le virus de la maladie de Newcastle
(NDV) et les pseudovirus (Galabov et al., 1996).

Activité antimicrobienne : une étude sur la composition des isolats volatiles des feuilles
et des graines de Fraxinus contient on particulier le docosane méthyl, le n-pentacosane et

le T-mnurolol responsable de potentiel antimicrobien (Zouaghi et al., 2021).



Chapitre | Synthése bibliographique

I.2. Microorganismes et activité antibactérienne

Les microorganismes sont des cellules vivantes microscopiques de type procaryote, invisibles
a Pceil nu, qui se trouve partout dans 1’environnement. Ces microorganismes capables de
franchir ’organisme humain et de s’y multiplier ce qui provoque plusieurs pathologies

(Yahiaoui, 2015).
1.2.1. Classification des microorganismes selon Bergey

Selon Bergey, les bactéries sont classées selon la présence de la paroi et sa nature, que 1’on

peut déterminer grace a la coloration de Gram (Annexe 03) (Yahiaoui, 2015).

Tableau V : Différentes classes des microorganismes (Yahiaoui, 2015).

Bacteéries Champignons
Gram négatif Gram positif | Mycoplasme | Archaebactéries Levure Moisissures
Paroi simple formée | Paroi simple Eubactéries | Pas de paroi unicellulaires, | Champignons
%] . , . .
@ | de peptidoglycane | formée de sans paroi Dans des de forme filamenteux de
-g entre la membrane | peptidoglycane conditions de arrondie, ovale | forme
& | externeet la vie extrémes ou méme mycélienne
g membrane triangulaire pluricellulaires
8 cytoplasmique et parfois
coénocytiques
3
a _ . Staphylococcus | Mycoplasma . Saccharomyces | Dictyostellium
] Escherichia coli pny ycop . Halobacterium . y _y .
3 aureus pneumoniae cerevisiae discoidum
i

1.2.2. Mécanismes de résistances des microorganismes

La résistance aux antibiotiques peut étre naturelle et due a un changement ou une mutation
des genes de la bactérie (Hooper, 2000) ou acquise qui se manifeste par 1’acquisition des
génes de résistance présents dans d’autres bactéries (Liebet et al.,, 2000). Plusieurs
mécanismes d’action ont été cités qui sont : Imperméabilité de la membrane ; altération des
précurseurs cibles de la paroi, des enzymes cibles et des ribosomes cibles ; les pompes

d’efflux ; I’inhibition enzymatique (Allen et al., 2006).
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1.2.3. Activité antibactérienne

Depuis I’antiquité, les plantes médicinales ont été des sources précieuses pour la médecine
traditionnelle dans le traitement d’un large éventail de maladies notamment des maladies
infectieuses. Cependant, c’est jusqu’au début du 20eéme siecle que les scientifiques
commencent a s’y intéresser (Haddouche, 2008). De plus en plus les microorganismes,
notamment les bactéries, développent une résistance contre les antibiotiques, ce qui a conduit
les scientifiques a chercher de nouvelles substances biologiquement actives en suivant
différentes approches, particuliérement 1’approche systématique des microorganismes ou des

plantes médicinales (Sagdic et al., 2002).

Par définition, 1’activité antibactérienne correspond a I’effet d’'une molécule ou composé qui a
une certaine concentration inhibe la croissance d’une bactérie ou la détruit. La sensibilité de la
bactérie vis a vis de ’agent antibactérien varie selon la nature de ce dernier et la souche

bactérienne (Nicolase et Daniel, 1998).
1.2.3.1. Agents antibactériens

Un agent antibactérien se définie par sa capacité de causer la mort cellulaire des
microorganismes pathogenes ou inhiber leur croissance et prolifération. Les agents
antibactériens sont classés selon leurs effets : on trouve des agents dits bactéricides, qui
détruisent les bactéries, et des agents dits bactériostatiques qui inhibent leurs croissance
(Fleurette et Freney, 1995 ; Pibiri, 2006). On distingue différents agents antibactériens :

> Les antibiotiques : Ce sont des substances distinguées a agir sur les microorganismes, la
plupart sont de nature synthétique ou semi synthétique (Gogny et al., 2001). Ils exercent
leurs activités en fonction de la cible désirée, ils se fixent sur cette derniere et perturbe la
physiologie bactérienne (Ogawara, 1981).

» Les substances naturelles : De nombreux chercheurs ont démontré le pouvoir
antibactérien de certaines substances tels que les polyphénols, surtout les flavonoides et les
tannins, ils possedent une toxicité contre les microorganismes li¢ a l’inhibition des
enzymes hydrolytiques ou d’autres interactions pour empécher le développent cellulaire

(Cowan, 1999).
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1.2.3.2. Mode d’action des agents antibactériens

Les molécules a activité antibactérienne comme les antibiotiques, agissent spécifiquement sur

des cibles moléculaires perturbant une étape essentielle du métabolisme des bactéries.

Laction ces antiblotiques vise a réduire ou 3 interrompre ['ADN
la multiplication des bactéries. Ele peut s attaguer a 4 La synthése des acides
IDIES nucléiques est inhibée
.- SHANE Lantiblotique déregle
A { " la réplication ou
R e . 1 transcription de I'ADN
Laparoldehbxteﬂe P S 4
est fragilisée par |\ \ N
la molécule de @ L : \
I'antibiotique qui en :

Inhibe fa synthese.

La membrane cytoplasmique V.,
est ciblee par lantiblotique
Elle devient perméable

provoguant I fuite > )
des composeés celiulaires. d : : k}___\
La synthése des protéines
est stoppée par ' antibiotique
qui s'attagque aux ribosomes. ,——_—"

Figure 04 : Schéma récapitulatif des mécanismes d’action des antibiotiques (Pibiri, 2006).

1.2.4. Métabolites secondaires et leurs activités antibactériennes

Ce sont des composés phytochimiques et des molécules organiques synthétisés par les plantes
autotrophes (Lutge et al., 2002 ; Abderrazak et Joél, 2007). Pharmacologiquement, les
métabolites secondaires constituent la partie la plus importante, environ 1/3 des médicaments
utilisés contiennent au moins une de ces matiéres végétales (Newman et Cragg, 2012). Les
métabolites secondaires appartiennent a trois grandes familles chacune renferme une tres

grande diversité de composés qui possedent des activités biologiques (Krief, 2003).

» Les alcaloides
» Les terpénoides et leurs dérives.
» Les composés aromatiques ou polyphénols (acides phénoliques, flavonoides,

b-anthocyanidines, tanins) et les quinones (Merghem, 2009).
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1.2.4.1. Polyphénols

Ce sont des métabolites secondaires, d’un poids moléculaire ¢levé compris entre 500 et 3000

Da (Chira et al., 2008), leur structure est caractérisée par la présence d’un ou plusieurs

noyaux aromatiques liés un ou plusieurs groupement hydroxyle (OH) (Harborne, 1994).

Les polyphénols sont répartis selon leur structure en trois catégories principales : les acides

phénoliques, les flavonoides et les tanins (Balasundramet al., 2006 ; Edeas, 2007).

Tableau VI : Répartition des polyphénols, structures et caractéristiques.

Acides phénoliques
Acide Acide Flavonoides Tanins
hydroxybenzoique | hydroxycinnamique
E - E00H Bpe e . FDo

e H\"‘r"f bq.::? ~ M '*-/( :

3 | J | 7 ]

] ey . 1 B

g F;""m“"'{- . ] NN

(7] e A |Jfr ] '

1 ﬁ“\w,p o ]
IIs possedent au moins une fonction IIs ont tous la méme Leur structure est complexe
carboxylique et un hydroxyle phénolique, structure chimique de formée d'unités répétitives

? dérivés des acides benzoiques (C6-C1) ou des | base, ils possédent un monomériques qui varient

= | acides cinnamiques (C6-C3), ils sont incolores | squelette carboné de par leurs centres

@ | et plutdt rares dans la nature. quinze atomes de asymeétriques et leur degré

| . , .

8 carbones constitué de d’oxydation, sont

© deux cycles aromatiques | biosynthétiques divisés on

3] . .y . . .

O (A) et (B) qui sont reliés | deux catégories : les tanins
entre eux par une chaine | hydrolysables et les tanins
en C3 en formant ainsi condensés.
I'nétérocycle (C).

n (Haslam 1994). (Hemingway, 1992).

§ (Macheix et al., 2005)

E (Cai et al. 2006) (Emerenciano et al., 2007). (Paolini et al., 2003).

& (Chira et al., 2008) (Naczk et Shahidi, 2004)

> L’objectif de ce travalil

Ce présent travail a pour objectif, la valorisation des bourgeons de 1’espéce Populus nigra et
les feuilles des deux plantes Clematis flammula et Fraxinus angustifolia. Il a été réalisé au
Laboratoire de Biochimie Appliquée de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de

I’université de Bejaia.
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Dans cette partie expérimentale, nous nous sommes intéresses aux extraits hydro-alcooliques
de ces trois plantes, le dosage de leurs teneurs en polyphénols dans un premier temps ensuite
évaluer leur pouvoir antibactérien vis-a-vis de neuf différentes souches bactériennes en un

deuxieme temps.

11.1. Matériel

11.1.1. Appareils et produits chimiques

Tableau VII : Appareils et produits chimiques utilisés.

Appareillage et matériel Solvants et réactifs Chimiques
Bec bunsen, Autoclave, Etuve, Tubes, Flacon Alcool, Eau distillée, NaCl, chlorure de baryum,
pour milieu de culture, Boites de Pétri, Acide sulfurique, Diméthylsulfoxide (DMSO),
Pipettes Pasteur, Anse de platine, Folin Ciocalteu, carbonate de sodium.
Ecouvillons de prélevement, Balance de Bouillon nutritif, gélose nutritive, bouillons
précision, Dessicateur, \Vortex, Sonicateur, Muller Hinton, Gélose Muller Hinton.

Centrifugeuse, Broyeur électrique,
spectrophotométre UV-visible 1800
(longueur d’ande [190nm -1100 nm]) ,
Tamiseuse, Rotavapeur, Lecteur micro
plaque.

11.1.2. Préparation des extraits de P. nigra, F. angustifolia et C. flammula

Les bourgeons de Populus nigra, les feuilles Clematis flammula ont été récolté (en juillet
2020) dans la forét de province de Tizi Neftah a Amizour, Béjaia. Les feuilles de Fraxinus
angustifolia ont été récoltées (en juillet 2020) dans la forét d’Akfadou, Chemini, Bejaia.
Ces matrices végétales ont été séchés a 1’étuve (37°C), afin d’éliminer toute trace d’humidité
puis broyés a 1’aide d’un broyeur électrique, ensuite tamis¢€ par une tamiseuse €lectrique pour
obtenir une poudre tres fine (63um) dans le but d’optimiser I’extraction. La poudre a été
stockée a 1’abri de la lumiere et ’humidité dans des flacons en verre fermés. Le protocole

d’extraction adopté est celui d’une extraction solide-liquide.

Les extraits des bourgeons de Populus nigra et ceux des feuilles de Clematis flammula et
Fraxinus angustifolia étudiés dans le présent travail ont été préalablement préparés au niveau
du laboratoire de Biochimie Appliquée, comme suit: A partir des poudres fines séches
délipidés a 1’éther, I’extraction par épuisement a ¢été menée par le procédé Soxhlet
(Annexe 03) avec 1’éthanol (80%), dans 1’objectif d’optimiser I’extraction des métabolites

bioactifs, particulierement les composés phénoliques.
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L’extrait récupéré a été séché par rotavapeur pour éliminer 1’éthanol, ensuite congelé a-80°C,

pour continuer le séchage de la fraction aqueuse par lyophilisation.

Par ailleurs, les bourgeons de Populus nigra ont subi un deuxiéme type d’extraction qui est
une macération dans 1’éthanol (70%) sous sonicateur (ultrasons pendant 15 min a 40°C), avec
un rapport de matiére seéche solvant de 1/6 : m/v (annexe 04). Une filtration a suivi pour

sécher les filtrats au rotavapeur.

11.1.3. Souches bactériennes utilisées

Les tests antibactériens ont été testés sur neuf souches bactériennes responsables de
différentes maladies et pathologies, délivrees par le CHU de Bejaia.
Les bactéries étudiées, leurs références selon 1’ American type culture collection (ATCC) et
quelques critéres sont rapportés dans le tableau suivant :

Tableau VIII : Références, caractéres bactériologiques, criteres et pouvoir pathogene des souches
bactériennes utilisées :

Caracteres

Souches bactériennes .. )
bactériologiques

Critéres et pouvoir pathogéene

Escherichia coli Gram négatif -Un bacille appartenant a la famille des
ATCC 25922 entérobactériaseae, il est de 2 a 4um de long et
un diamétre d’environ 0,6pum (Anonyme, 2003)
-Infections intestinales (entérites, diarrhées) et
extra  intestinales  (infections  urinaires,

septicémies, méningites) (Hacker, 1992)

Pseudomonas aeruginosa Gram négatif -Un bacille non sporulant présent dans les sols,
ATCC 27853 les plantes, les habitats aqueux et les
environnements humides (Faure et al., 2008).
est une mésophile qui a de 1 a 5 um de long et
0,5 a 1um de large (Vasil, 1986).
-Responsable d’infections nosocomiales graves
et d’infections chroniques chez les patients
atteints de mucoviscidose (Woods et al., 1997).

Klebsiella pneumunia Gram négatif -Un pathogéne a fort potentiel, le plus souvent

F’j:? . BES est isolée en milieu hospitalier (Michel-Briand
&' # et al., 2002).

-Infections  pulmonaires,  septicémies et

nosocomiales  (urinaires, intra-abdominaux)

(Cypierre et al., 2020).
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Salmonella sp
ATCC 700603

Gram négatif

-Salmonella fait partie de la famille des
enterobacteriaceae, trés pathogéne (Rodier et
al., 2009).

-Fiévre typhoide et des
(Berends et al., 1996)

gastro-entérites

Enterococcus faecalis
ATCC 29212

A

Gram positif

-Les entérocoques sont des bactéries non
sporulées qui se présentent sous forme de
coques isolés ou arrangés en paires ou en
chainettes, aussi sont des bactéries ubiquistes,
(Beargie et al., 1975 ; Schloissnig et al. 2013)
-Peuvent entrainer des infections des voies
urinaires, des plaies et des tissus mous (Zhang
et al., 2005)

Acinetobacter baumannii
ATCC 19606

p.

Gram négatif

-Ce sont des coccobacilles, immobiles, souvent
regroupées en diplocobacilles, Ce sont des
aérobies stricts souvent en capsulées (Avriljl et
al., 2000).

-1l est responsable de différents types
d’infections, majoritairement pulmonaires ou
bactériémiques (Joly-Guillon et al., 1993)

Gram negatif

-1l appartient a la famille des Pseudomonaceae.
bactéries sous forme de batonnets, non
sporulant, elles sont aérobies obligatoires,
mésophile et chimioorganotrophe (Cook et al.,
1996) .

- Envahissent souvent le tissu de leurs hotes et
causent une infection et une bactériémie chez
les hétes immunodéprimés (Tanner et al.,,
1983).

Gram positif -Une bactérie ubiquitaire du sol (Zhu, 2018).
Ils provoquent une intoxication alimentaire et
servent a repeupler la flore intestinale
(Harwood, 1992).
Staphylococcus aureus Gram positif - 1l se regroupe en amas ayant la forme de

ATCC 25923

grappes de raisin, de 0,8 & 1um de diametre,
immobiles, non sporulés, (Konrad, 2009).
Responsable d’infection cutanées : furoncles,
panaris et abcés, infections nosocomiales et
infections ORL (Oto-rhino-laryngologie) :
otites et sinusites (Vincenot et al., 2008).
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11.2. Méthodes

11.2.1. Dosage des polyphénols (Folin-Ciocalteu)

Plusieurs méthodes analytiques ont été rapportées pour la quantification des polyphénols, la
plus utilisée est ’analyse par le réactif de Folin-Ciocalteu, adoptée par Kahkdnen et al.,
(1999). Le réactif de Folin-Ciocalteu est composé de 1’acide phosphotungstique (H3PW12040)
et I’acide phosphomolybdique (HsPMO,04), en présence de polyphénols, il se réduit en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WgOy3) et de molybdéne (MOgO,3). La couleur bleue
formée refléte la présence des polyphénols, dont I’intensit¢ de cette couleur est
proportionnelle au taux de ces composés phénoliques présents dans 1’échantillon (Ribéreau-
Gayon, 1968). La quantité de polyphénols est exprimée en pg d’équivalent d’acide gallique
par mg d’extrait (ug GAE/mg).

OH 0PO,~

+HPO,”  — +
+ 2N’ + 2N

Figure 05 : Principe de la réduction du réactif de Folin-Ciocalteu (Bouba, 2009)

Le protocole de cette méthode est le suivant : tout d’abord on mélange 200 pL d’extrait avec
1 ml du réactif de Folin Ciocalteu (1N), aprés 5 min on ajoute 0,8 ml de carbonate de sodium
(Na2 CO3) a concentration de 75g/l (7,5%), (on fait 3 essais pour chaque extrait). Les
mélanges préparés seront incubés a 1’obscurité et a température ambiante pendant 30 min,
enfin la lecture se fait par mesure de 1’absorbance au spectrophotométre a 760 nm. Une
courbe d’étalonnage (a 760nm) est réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires, en utilisant 1’acide gallique comme contrdle positif a différentes concentrations

initiales.
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11.2.2. Test d’activité antibactérienne des extraits

L’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits des bourgeons de Populus et les feuilles

de Clematis flammula et Fraxinus angustifolia a été effectuée par deux méthodes :

» Méthode de diffusion sur disque (milieu solide).

» Méthode de microdilution sur milieu liquide.
11.2.2.1. Test de diffusion sur disque (sur milieu solide)

Le principe de cette technique repose sur la diffusion en milieu solide (gélosé), dans une boite
Pétri décrite par (Lesueur et al., 2007 ; Kaloustian et al., 2008 ; Vinod et al., 2010 ;
Meddour et al., 2013)

11.2.2.1.1. Stérilisation du matériel
Tout le matériel utilisé durant la manipulation, I’eau distillée, les milieux de culture, I’eau
physiologique, les tubes a essai et les disques en papier Wattman ont été stérilisés a

I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
11.2.2.1.2. Préparation du milieu de culture et les dilutions des extraits

> Milieu de culture

Nous avons préparé plusieurs milieux de culture : la gélose Nutritive, gélose Mueller Hinton
et le bouillon nutritif, qui seront ensuite coulé en fusion dans les boites de Pétri de facon a

obtenir une épaisseur de 3mm, puis les laisser refroidir et solidifier (annexe 05)

> Dilutions des extraits

Pour chaque extrait brut de Populus nigra, Clematis flammula et Fraxinus angustifolia, 50 mg
ont éteé dissous dans 0,5 ml de DMSO et 2 ml d’cau distillée stérile, puis ont été mis dans un
sonicateur pour la dissolution d’extrait par 1’effet mécanique d’onde ultrasonore (0.45MHz).
Finalement, le melange a été filtré par des filtres a seringue pour éliminer les impuretés

particulaires de probable contamination bactérienne.
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11.2.2.1.3. Repiquage, revivification des souches bactériennes et préparation

de I’inoculum bactérien

» Repiquage des bactéries

Dans des conditions stériles, on a prélevé une colonie isolée a I’aide d’une anse en platine,
puis décharger dans tube stérile contenant un bouillon nutritif et ensuite les incuber dans
I’étuve a 37°C pendant 18h.

> Revivification et réactivation des bactéries
Aprés 18h d’incubation, en utilisant une pipette pasteur stérile on a préleve dans le bouillon
nutritif contenant les bactéries, puis des gouttelettes de suspension bactérienne sont
ensemencées en stries dans des boites de Pétri, préalablement coulées de gélose nutritive, et
ensuite cultivé dans I'étuve a 37°C pendant 24h (annexe 06), pour optimiser leur croissance.
Si les nouvelles cultures obtenues sont représentatives de celle recues initialement (culture
pure), on procéde a la préparation de I'inoculum.

» Inoculum bacterien standard
Aprés 24 h d’incubation, on racle a 1’aide d’une anse de platine des colonies bien isolées.
Décharger I’anse dans 1’eau physiologique, puis agiter au vortex. Les concentrations
microbiennes sont évaluées par turbidité et doit eut étre diluées de telle facon que la densité
optique mesurée sur un spectrophotomeétre a 630 nm soit comprise entre (0,08-0,1) nm, son
opacité doit étre équivalente a 0,5 Mc Farland (1,5%10” UFC/ml) (annexe 07). Si la
suspension bactérienne est trop turbide, elle peut étre diluée avec plus d’eau physiologique. Si
la suspension n’est pas suffisamment trouble, plus de bactéries peuvent étre ajoutées
(Daouda, 2015).
11.2.2.1.4. Ensemencement et dépots des disques
L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage selon la méthode de Kibry-Bauer, un
écouvillon stérile est trempé dans la suspension bactérienne, puis frotté sur la boite contenant
le milieu Muller- Hinton, le choix de ce milieu, souvent rencontré dans la littérature, a été
dicté par sa spécificité et sa richesse permettant une bonne croissance aux bactéries-tests et
offrant des résultats clairs en raison de sa transparence ; de haut en bas en stries serrees afin
d’obtenir une culture de colonies confluentes. On dépose les disques de (9 mm de diametre)
papier wattman N°1, délicatement sur la surface de gélose inoculée a 1’aide d’une pince stérile
(annexe 08). Ces disques sont imprégnés d’extraits a deux différentes concentrations 0,5
mg/disque (25ul) et 1mg/disque (50ul), un disque déposé au milieu contenant un témoin
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négatif (0,5 DMSO et 2ml d’eau distillée). Finalement, I’ensemble des boites ont été laissées
pendant 15 min a température ambiante pour permettre la diffusion des extraits puis ils sont
incubés pendant 24h a 37°C. L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a 1’aide

d’une regle le diamétre de la zone d’inhibition, des différents extraits autour du disque.

11.2.2.2. Méthode de microdilution (sur milieu liquide)

La méthode de dilution en milieu liquide ou technique de microdilution, nous permet de
déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits suffisante pour inhiber ou
détruire la croissance des souches bactériennes. Elle a été effectuée selon la méthode de
bouillon Mueller-Hinton en microdilution dans une microplaque a 96 puits, les puits sont
alignés en 8 lignes et 12 colonnes. La CMI des extraits testés a été déterminée comme la
concentration la plus faible a laquelle aucune croissance visible des bactéries ne s’est produite
(Chouitah et al., 2011). La représentation explicative de la méthode utilisée est comme

suite :

Figure 06 : Photographie d’une microplaque 96 puits (Originale).

Chaque test a été réalisé deux fois (deux essais) avec un témoin (160ul de bouillon Mueller-
Hinton, 40ul d’extrait et 100ul d’eau physiologique). La ligne 1(A,F) : on a ajouté dans tous
les puits 160ul de bouillon Mueller-Hinton, sachant que dans le premier puits (A,1) on a mis

40ul d’extrait des bourgeons de Populus, en retirant 100ul de ce puits pour les mettre dans
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chaque puits en alternatif, afin de diluer I’extrait (dilution en série), on arrivant au dernier
puits (F,1) on a jetés 100ul. En dernier lieu, chaque puits a été inoculé avec 100ul de
suspension bactérienne.

On a ajouté 100ul de bouillon Muller-Hinton dans le puits (G, 1). Le contréle positif (culture
bactérienne) :100ul de bouillon Muller-Hinton. Contréle négatif (Bouillon): 100ul
d’inoculum (suspension bactérienne) dans le puits (H, 1).

Les résultats sont lus aprés une incubation de la microplaque a 37 °C pendant 24 h. La CMI a
été donc déterminé comme la concentration du premier puit a partir duquel aucun trouble

visible a I’ceil nu n’a été observé. Selon Choukchou-Braham et al (2010).
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I11. 1. Résultats des dosages des polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits a eté réalisée selon
la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. La courbe (annexe 09) montre une linéarité
de I’absorbance en fonction des concentrations. Les quantités des polyphénols
correspondantes de chaque extrait ont été rapportées en équivalent gramme d’acide gallique et
déterminé par 1’équation de type : y = 0,0194 x - 0,0097 sachant que R2 = 0,9994.Les résultats

sont illustrés dans la figure suivante :

Teneur de polyphénols

160

e
N
o

—

(mg EAG/g MS)
8

Teneur en polyphénols

Populus.nigra 80%  Populus.nigra70%  Clematis flammula Fraxinus angustifolia

Extraits testés

Figure 07 : Histogramme présentant la teneur en polyphénols totaux en mg EAG/g MS de chaque

extrait étudié.

Au vu des résultats rapportés dans la figure 10, ’extrait de Clematis flammula présente la
teneur la plus élevée, elle est de 115,312 + 21,11 (mg EAG/g MS), suivi par I’extrait de
Fraxinus angustifolia et I’extrait éthanolique de Populus nigra (80%), enregistrant
respectivement par ordre décroissant les teneurs suivantes : 67,788 + 34,67 (mg EAG/g MS)
et 58,044 + 8,4(mg EAG/g MS), tandis que la valeur la plus faible revient a I’extrait
éthanolique de Populus nigra (70%) avec une teneur de 52,836 + 1,33 (mg EAG/g MS).
Selon les teneurs des polyphénols, on constate que I’extrait le plus riche en polyphénols est

celui de Clematis flammula.

21



Chapitre III Résultats et discussion

111.2.1. Pouvoir antibactérien des extraits sur milieu solide

L’évaluation in vitro de ’activité antibactérienne des extraits des bourgeons de Populus nigra,
les feuilles de Clematis flammula et Fraxinus angustifolia en utilisent la méthode de diffusion
sur disque dans le milieu gélosé solide Mueller-Hinton est répartie par la présence ou

I’absence d’une zone d’inhibition et le diamétre de cette zone.

Les résultats sont exprimés selon trois niveaux de sensibilités, ils sont classés suivant le
diamétre des zones d’inhibition (D) (Moreira et al., 2005) :

v Non sensible (-) ou résistante : D > 8 mm

v" Sensible (+) : 9>D > 14 mm

v’ Trés sensible (++) : 15>D > 19 mm

v Extrémement sensible (+++) : D >20 mm

Les résultats sont rapportés dans le tableau X et leurs aspects sont illustrés dans les figures
11,12, 13 et 14.

Tableau X : Diameétre des zones d’inhibition (mm) de I’activité antibactérienne d’extraits des
bourgeons de Populus nigra, les feuilles de Clematis flammula et Fraxinus angustifulia vis-a-vis les

neuf souches bactériennes. Les résultats notés sont les moyennes des ensembles des diametres du

méme essai.
Populus nigra Populus nigra Clematis flammula | Fraxinus
Extraits Bourgeons Bourgeons Feuilles (E) angustifolia

(80%) (A) (70%) (a) feuilles (F)

Souches Concentration de I’extrait en mg/disque
0,5 1 0,5 1 0,5 1 0,5 1

Acénitobacter baumannii - - - - 11 (S) 18 (T) - -
Bacillus subtilis 10(S) | 10(S) | 10(S) | 11(S) | 11(S) 15 (T) - -
Enterococcus faecalis 10(S) | 12(S) - - 11 (S) 16 (T) 10(S) | 12(S)
E. Coli - - - - - - - -
Klebsiella pneumonie - - 10(S) | 11(S) 10 (S) 17 (T) - -
Pseudomonas aeroginosa - - - - 13 (S) 17 (T) - -
Pseudomonas sp - 14(S) | 10(S) | 12(S) 10 (S) 10 (S) - 12 (S)
Salmonella sp - 11 (S) - - - - - 11 (S)
Staphylococcus aureus - - - - 12(S) | 15(T) - -

S : sensible, T : trés sensible, (-) : résistante, Le diametre des disques est de 9mm.
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Figure 08: Zones d’inhibition obtenus par
’extrait de Clematis flammula et Fraxinus
angustifolia vis-a-vis Bacillus subtilis.

Figure 09 : Zones d’inhibition obtenus par 1’extrait
d’extrait de Populus nigra a (80%) et (70 %) vis-a-
vis Enterococcus faecalis.

Figure 10: Zones d’inhibition obtenus par
I’extrait d’extrait de Clematis flammula et
Fraxinus angustifolia vis-a-vis Staphylococcus
aureus.

Figure 11 : Zones d’inhibition obtenus par 1’extrait
d’extrait de Populus nigra a (80%) et (70 %)
vis-a-vis Pseudomonas sp.

A : extrait des bourgeons de Populus nigra a 80% d’éthanol (1mg/disque).

A /2 : extrait des bourgeons de Populus nigra a 80% d’éthanol (0,5mg/ disque).
a : extrait des bourgeons de Populus nigra a 70% d’éthanol (1mg/disque).

a/2 : extrait des bourgeons de Populus nigra a 70% d’éthanol (0,5mg/ disque).
E : extrait des feuilles de Clematis flammula (1mg/disque).

E/2 : extrait des feuilles de Clematis flammula (0,5mg/ disque).

F : extrait des feuilles de Fraxinus angustifolia (1mg/disque).

F/2 : extrait des feuilles de Fraxinus angustifolia (0,5mg/ disque).

» Les autres résultats des tests antibactériens sont représentés dans (annexe 10).
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» Pouvoir bactériostatique ou bactéricide :

On note que toutes les activités enregistrées ont été reprise pour caractériser le type de I’effet

antibactérien, il s’est avéré bactériostatique sur toutes les souches bactériennes testées.

Les histogrammes des figures (15. 16, 17 et 18) illustre les comparaisons des effets
antibactériens exercés par les extraits de Populus nigra (80%) (Figurel5), Populus nigra
(70%) (Figure 16), Clematis flammula (Figure 17) et Fraxinus angustifola (Figure 18), sur

les souches bactériennes.
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Figure 12 : Présentation graphique des zones d’inhibition (mm) de 1’extrait de Populus nigra a (80%)

sur les neuf souches bactériennes testées.

D’aprés les résultats obtenus, on constate que les souches réagissent différemment contre les
extraits étudiés. Selon la figure 15, on déduit que I’extrait des bourgeons de Populus nigra a
(80%) exerce un effet inhibiteur modéré (12 mm) contre Enterococcus faecalis et Bacillus
subtilis pour les deux concentrations (0,5 et 1 mg /disque), aussi contre Pseudomonas sp et
Salmonelle sp uniquement pour la dose de (1 mg/disque) avec un diamétre de 14 mm et 11
mm, respectivement, tandis que le reste des souches bactériennes sont résistantes a notre

extrait.
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Figure 13 : Présentation graphique des zones d’inhibition (mm) de 1’extrait de Populus nigra a (70%)

sur les neuf souches bactériennes testées.

Concernant ’extrait des bourgeons de Populus nigra a (70%), la figure 16 montre qu’il a

inhibé la croissance de Bacillus subtilis, Klebsiella pneumonie et Pseudomonas sp pour les

deux doses, dont la plus grande zone d’inhibition est observé contre Pseudomonas sp d’un

diamétre de 12 mm. Pour le reste des souches bactériennes 1’extrait de Populus nigra a (70%)

ne présente aucune activité bioactive contre eux.
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Figure 14 : Présentation graphique des zones d’inhibition (mm) de 1’extrait de Clematis flammula sur

les neuf souches bactériennes testées.
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Pour I’extrait des feuilles de Clematis flammula, la figure 17 monte un large spectre d’activité
antibactérienne contre toutes les souches bactériennes, a I’exception d’Escherichia Coli et
Salmonella sp aux deux doses utilisées. Les plus grandes zones d’inhibition ont été produites

par Acénitobacter baumannii d’un diamétre de 18 mm (trés sensible) pour la concentration de

1 mg/disque.
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Figure 15 : Présentation graphique des zones d’inhibition (mm) de I’extrait de Fraxinus angustifolia

sur les neuf souches bactériennes testées.

D’autres parts, I’extrait des feuilles de Fraxinus angustifolia toutes les souches bactériennes
semblent résistantes sauf Enterococcus faecalis dont la zone d’inhibition est de 10 mm a 0.5
mg/disque et 12 mm a 1 mg/disque. L’extrait présente une faible activité inhibitrice vis-a-vis
Pseudomonas sp et Salmonella sp a 1 mg/disque avec un diamétre de 12 mm et 11 mm,

respectivement.
» Analyse statistique :

Les résultats sont exprimeés sous forme de moyenne de trois répétions avec I’écart type
(Moy+SD).
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111.2.2. Pouvoir antimicrobien des extraits sur milieu liquide

Afin de mieux évaluer cette activité une étude plus poussée a été menée par la détermination
des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits contre les différentes souches
bactériennes, selon la méthode de micro-dilution sur milieu liquide, elle est définie comme la
plus faible concentration de ’extrait a laquelle une bactérie ne montre pas une croissance

visible. Les résultats sont représentés dans le tableau XI.

Extrait (A) Blanc Extrait(a) Extrait(E) Extrait(F)

Figure 16 : exemple explicatif de la CMI des quatre extraits contre Enterococcus faecalis.

A : extrait des bourgeons de Populus nigra a 80% d’éthanol.
a : extrait des bourgeons de Populus nigra a 70% d’éthanol.
E : extrait des feuilles de Clematis flammula.

F : extrait des feuilles de Fraxinus angustifolia.

27



Chapitre III Résultats et discussion

Tableau XI : Valeurs de la CMI des quatre extraits vis-a-vis les 09 souches bactériennes :

Extraits Populus nigra | Populus nigra Clematis Fraxinus
Souches (80%0) (70%) flammula angustifolia
Concentration minimale inhibitrice en (mg/ml)
Aceénitobacter baumannii 0,5 0,25 0,25 2
Bacillus subtilis 0,125 1 1 2
Enterococcus faecalis 0,5 0,25 0,5 0,25
Escherichia Coli 1 0,25 0,25 4
Klebsiella pneumonie 0,125 0,5 0,5 0,125
Pseudomonas aeroginosa 0,5 4 0,125 0,5
Pseudomonas sp 0,5 0,5 0,25 1
Salmonella sp 1 0,25 0,5 1
Staphylococcus aureus 4 2 0,25 4

La concentration minimale inhibitrice (CMI), est une étude quantitative qui permet de
déterminer I’intervalle de la plus faible concentration d’antibactérien, a 1’ceil nu elle
correspond donc a la plus petite concentration pour laquelle il y a absence de turbidite.
D’ailleurs, on note que les concentrations croissantes des extraits (4, 2, 1, 0,5, 0,25 et 0,125
mg/ml) provoquent une diminution progressive et dose de maniere dépendante la turbidité
induite par la croissance des souches.

A travers le Tableau XI, il apparait que 1’extrait le plus actif avec les concentrations les plus
faibles (0,125-0,5 mg/ml) est celui des feuilles de Clematis flammula. Par contre on remarque
des CMI plus élevées (4-2 mg/ml) avec les deux extraits de Populus nigra et Fraxinus

angustifolia.

En comparant les résultats obtenus par la méthode de diffusion sur milieu géloseé et celle de la
microdilution, on constate une corrélation on ce qui concerne les concentrations utilisees.
Néanmoins, les différentes valeurs de CMI obtenues nous permettent de conclure que I’effet

antibactérien est en fonction du genre de la bactérie et la concentration des extraits testés.
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[11.3. Discussion générale

Plusieurs recherches ont été faites sur les plantes médicinales surtout sur leurs compositions
chimiques et leurs composés bioactifs, ces recherches ont rapporté que les polyphénols
notamment les acides phénoliques et les tanins servent de mécanismes de défense de la plante,
contre les microorganismes, ce qui leur conferent le pouvoir antibactérien (Felleh et al.,
2008).

L'activité antimicrobienne contre les bactéries analysées dans la présente étude a été évaluée
qualitativement et quantitativement en fonction de la présence ou l'absence de zones
d'inhibition, le diameétre de la zone (mm) et la CMI. Nous constatons, d’aprés les résultats
qu’une grande différence est notée entre I’activité antibactérienne des extraits éthanoliques

vis-a-vis les bactéries utilisées, y compris des bactéries Gram positifs et Gram négatifs.

Les bourgeons de Populus nigra ont été décrits comme contenant principalement des
composés phénoliques (phénols, acides phénoliques, phénylpropanoides et différents sous-
groupes de flavonoides) et terpénoides. Il a été suggéré que la présence de forte teneur en
flavonoides et de composés phénoliques serait responsable de la plupart des activités
biologiques et pharmacologiques des bourgeons de Populus nigra, ce que lui attribue un
pouvoir antibactérien contre les bactéries testées dans ce présent travail, tels que Bacillus

subtilis, Pseudomonas sp, et Salmonella sp.

Une étude menée par Gulhan Vardar-Unlu et al., (2008) sur I’extrait méthanolique des
bourgeons de peuplier noir a montré un large spectre d'activité antibactérienne, les plus
sensibles étant les bactéries Gram-positif, tels que Staphylococcus aureus (CMI de 0,50
mg/ml) et les bactéries Gram négatif comme Enterococcus faecalis (CMI de 1 mg/ml).
Bénédec et ses collaborateurs (2014) ont montré qu’en utilisant la méthode de diffusion sur
milieu gélosé a démontré que I'extrait éthanolique des bourgeons de peuplier noir présente
une activité antibactérienne in vitro contre les bactéries Gram-positif, telles que
Staphylococcus aureus (¢ = 13 mm). De plus, d’autres recherches ont déemontré que les
extraits éthanoliques de résines de propolis et de bourgeons de peuplier d'ltalie présentent un
potentiel antibactérien important contre Pseudomonas aeruginosa (CMI de 125 pg/mL). La
propolis a été signalée comme étant active contre les bactéries Gram positif (Grange et
Davey, 1990). Il a été rapporté par Debbache et al., (2014) dans une étude sur le criblage

phytochimique des bourgeons de Populus nigra que I’extrait éthanolique a montré un
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potentiel antibactérien avec les plus grandes zones d’inhibition (entre 12 et 17 mm) sur B.
subtilis, cependant, K. pneumoniae a montré une résistance compléte a cet extrait.
Alternativement, le caracteére lipophile des exsudats des bourgeons de peuplier qui favorise la
pénétration de ’extrait dans la membrane bactérienne, a également été signalé (Bankova,
2005).

On comparant 1’activité de 1’extrait éthanolique (80%) des bourgerons de Polulus nigra et
I’extrait éthanolique (70%) de la méme plante, on remarquera que 1’extrait a (80%) a une
activité modérée sur Enterrococcus faecalis, tandis que I’extrait a (70%) n’a marqué aucun
effet sur la méme souche. Cela indique que la nature du solvant et la méthode d’extraction

(soxhlet et sonication) influencent I’efficacité de 1’activité antibactérienne.

Les activités biologiques des extraits de Clematis flammula et Fraxinus angustifolia ont fait
I'objet d'études approfondies ces derniéres années par I'équipe de recherche du laboratoire de
Biochimie Appliquée (Atmani et al., 2009 ; Berboucha et al., 2010 ; Atmani et al., 2011 ;
Moulaoui et al., 2015 ; Medjahed et al., 2016 ; Ayouni et al., 2016 ; Yous et al., 2018 ;
Ahmane et al., 2019).

D’aprées nos résultats le dosage des polyphénols totaux de I’extrait éthanolique de feuilles de
Clematis flammula, il apparait que ce dernier est le meilleur extrait en termes de sa quantité et

sa qualité en polyphénols 115,312 mg EAC/g d’extrait.

Une étude effectuée par (Ourabah et al., 2019), la quantification des principaux composes
polyphénoliques dans 1’extrait éthanolique a (96%) des feuilles de Clematis flammula a
montré une teneur tres élevee en phénols totaux (745,27 + 9,94 mg EAG /g), ces résultats sont
significativement supérieurs a celle retrouvées dans le présent travail, qui serait lie a la

différence d’échantillon (Année de récolte).

Chawla et al (2012) ont trouvé dans leurs recherches que d'autres constituants de 1’espéce de
Clematis, telles que I'huile essentielle et la clématine (alcaloide) isolée de Clematis flammula
ont été signalés pour des effets toxiques. En effet, une étude approfondie de la littérature a
révélé que la protoanémonine et l'acide aristolochique sont les composés majeurs qui causent
la toxicité de cette plante. La toxicité de Clematis flammula ne peut pas étre exclue, donc on
peut déduire que le potentiel antibactérien éleve de celle plante peut étre due a sa toxicité non

pas a ses polyphénols.
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D’apres les résultats de Kumar et al (2020), I'extrait obtenu de Fraxinus micrantha a eu un
effet inhibiteur remarquable contre la croissance de la plupart des micro-organismes testes a
I'exception des bactéries Gram négatif : X. phaseoli a une concentration de 1000 mg/ml. Les
résultats ont indiqué que les bactéries Gram positif : B. subtilis sont les plus sensibles pour
I’extrait du méthanol (1000 mg/ml) avec la plus grande zone d'inhibition 22 mm.

D'autres études menéees par Lambrev et ses collaborateurs (1961) ont révélé une activité
antibactérienne claire de I'extrait éthanolique et de Fraxinus ornus L, et sa décoction d'écorce

contre Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis,

Selon Gomez et Fillat (1984), la composition chimique des feuilles de Fraxinus dépendent de
la période de leur récolte et leur digestibilité diminue si elles sont collectées en septembre et

octobre par rapport au mois d'aodt.

L'étude de la composition chimique de Fraxinus révele la présence d'un flavonoide le rutoside
possédant un effet anti-inflammatoire, du mannitol et des sels de potassium aux activités
diurétiques qui permettent de stimuler les fonctions d'élimination de I'organisme. On sait aussi
que le mannitol est un capteur de radicaux libres et que les polyphénols sont antioxydants.
Ces proprietés permettent d'utiliser ces substances comme protecteurs tissulaires des
articulations, freinant ainsi leur vieillissement. Ces effets plutot protecteurs peuvent expliques

sa faible toxicité sur les cultures bactériennes.

On déduit que ce n’est pas uniquement la quantité des polyphénols contenue dans un extrait
qui indique son activité antibactérienne, mais aussi la qualité de ces composants. Ce qui

justifier les résultats trouvés dans le présent travail.

Justifiant les rapports précédents, la différence entre les résultats obtenus et ceux des autres
travaux menés par plusieurs chercheurs peut étre due a différents parametres. En effet, il a été
constaté par Hayouni et al (2007) que la méthode d’extraction, la nature du solvant et sa
concentration peuvent influencer D’activité antimicrobienne des différents extraits. Le
diamétre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et d’un extrait a un autre.
La variation de D’activité antimicrobienne des extraits explique les variations de leurs

compositions chimiques.

Par ailleurs Boudhrioua et al (2009) ont rapporté que les variations en teneur de polyphénols
ainsi ’efficacité de 1’activité antibactérienne des extraits est dépendante des conditions

climatiques, la répartition géographique et la période de la récolte de la plante.
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En effet, la présence de plusieurs types d’enzymes dans les cellules végétales en particulier les
polyphénols oxydases et les glycosidases est susceptible de modifier les composés
phénoliques, ce qui rend I’extraction difficile. De plus, la méthode de séchage de la plante
peut étre un facteur de détérioration de la structure des polyphénols (Ribéreau-Gayon 1968).
Enfin, selon Regnault-Roger et al (2008) le dosage des polyphénols par le réactif de Folin-
Ciocalteu donne un taux phénolique apparent élevé, beaucoup de composés peuvent réagir

avec ce réactif, donc n’est pas spécifique aux polyphénols.

L’interprétation des résultats négatifs obtenus par et E. coli peuvent étre interprétés suivant ce
qui a été rapporté dans la littérature. Cette souche est trés connue pour sa résistance a certains
antibiotiques ainsi qu’a une grande variété d’agents chimiques. Les bactéries a Gram positif,
quant a elles sont généralement les plus sensibles aux effets de ces extraits polyphénoliques,
cela est da principalement aux peptidoglycanes constituant la paroi. En effet, les bactéries
perdent leur rigidité et se lysent sous leur pression osmotique interne qui rompt leur

membrane cytoplasmique (Athamena et al., 2010).

Cependant, la résistance des bactéries Gram négatif, peut s’expliquer par la configuration
spatiale des molécules qui empéchent de traverser les protéines de transport (porine) de la
membrane externe, et ne peuvent pas donc atteindre le peptidoglycane de la paroi bactérienne
(Bousseboua, 2001 ; Pages et al ; 2003).

Debbache et al (2014) a conclu dans ses recherches sur Populus nigra que la fraction aqueuse
de I'extrait chloroformique peut étre utilisée comme une source accessible d'antioxydants
naturels. 1l peut également étre exploité comme meédicament anti-inflammatoire ou
antigoutteux. En revanche, le potentiel antibactérien de I'extrait éthanolique apparait
prometteur, ce qui en fait un substitut plausible aux médicaments antimicrobiens inefficaces.

Cette conclusion confirme les résultats obtenus dans notre travail.
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Conclusion et perspectives

De nos jours, I’emploi des plantes médicinales en phytothérapie comme remedes des maladies
humaines est vigoureusement recommandé. Elles restent toujours la source fiable des
métabolites actifs connus par leurs valeurs. C’est en cela que 1’objectif visé par ce travail est
I’évaluation qualitative et quantitative du pouvoir antibactérien vis-a-vis des souches
bactériennes des extraits des bourgeons de Populus nigra, les feuilles de Clematis flammula et

Fraxinus angustifolia.

Les résultats du dosage des composés phénoliques par la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu dans les différents extraits montrent que l'extrait des feuilles de Clematis flammula
possede relativement la teneur la plus importante (115,31 + 0,14mgEAG/g), tandis que la
teneur la plus faible a été obtenue avec I'extrait des bourgeons de Populus nigra (70%) (52,83
+ 0,07 mg EAG /g).

L’évaluation du potentiel antibactérien des quatre extraits contre les souches bactériennes, par

la méthode de diffusion sur disque a révélé que I’extrait des feuilles de Clematis flammula

possede un effet inhibiteur trés intéressant, surtout pour la concentration (1mg/disque) dont

les zones d’inhibitions varient entre 15 et 18 mm, par rapport aux deux extraits de Populus

nigra et Fraxinus angustifolia dont le diamétre de leurs zones d’inhibition est compris entre

10 et 12 mm. Ceci pourrait refléter soit le large spectre d’activité d’un ou des composés

phénoliques de ces extraits ou bien la variabilité des métabolites secondaires qui les

constitues, tandis que la nature de la souche et le mode de préparation des extraits ont une

influence sur les résultats de mesure de 1’activité antibactérienne.

Daprés nos resultats, la concentration minimale inhibitrice (CMI) est située autour de

0,125mg/ml et 4mg/ml pour les deux extraits de Populus nigra et pour ’extrait de Fraxinus

angustifolia, par contre celle des feuilles de Clematis flammula est de 0,125-0,5 mg/ml.

Il serait intéressant pour compléter cette étude :

- D’optimiser des différentes extractions ;

- D’approfondir 1’étude phytochimique afin de déterminer qualitativement et
quantitativement les molécules biactives présentes dans ces extraits ;

- Une approche du mécanisme d’action de la (ou les) molécules responsables de 1’activité
antibactérienne ;

- D’¢élargir I’étude de I’activité antimicrobienne sur d’autres souches bactériennes

pathogenes et d’autres microorganismes notamment les champignons et les parasites.
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Annexe 01 : Répartition géographique de Populus nigra.

Annexe 02 : Coloration de Gram et différence entre les bactéries a Gram positif et négatif.

Gramném positive

YUY — LW UP LAz reallocernu

Annexe 03 et 04 : Schéma représente 1’appareil de Soxhlet et photographie de Sonicateur.
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Annexe 05 : Préparation des Gélose Nutritive, Gelose Mueller Hinton et Bouillon nutritif :

Un milieu de culture ou une gélose nutritive est support qui permet la culture de bactéries afin
de permettre leur étude. En principe les bactéries trouvent dans ce milieu les composants
indispensables pour leur multiplication en grand nombre. Ainsi selon le but de la culture, il est
possible de placer les micro-organismes dans des conditions optimales, ou tout a fait

défavorables. Il se compose d’une base (agar-agar, eau, minéraux...)

Il existe aussi des bouillons de culture qui possedent la méme fonction, mais ces milieux ne

contiennent pas d’agar-agar, ils sont donc totalement liquides.
v Préparation d’une gélose nutritive :
Tryptone : 5g, extrait de levure : 2.5 g, glucose : 1g, agar : 15 g/let eau distillée : 250 ml

On chauffe jusqu’a ébullition, ensuite on met les milieux de culture dans I’autoclave pour

stériliser. On laisse les milieux dans I’autoclave 20 min avec une température de 121°C.

v Préparation de la Gélose Mueller Hinton :

Suspendre les composants, poudre déshydratée, dans I'eau (38 grammes dans 1000 ml d'eau
purifiée/distillée). Le milieu est bouilli pendant jusqu'a dissolution complete des ingrédients.

Stériliser par autoclavage (121°C) pendant 15 minutes

Composition gélose Mueller Hinton

Ingrédients gramme/litre
Peptone 17.59
Extrait de viande 29
Amidon 1.5¢

Agar 179
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Photographie de la gélose Mueller Hinton

v' Composition de la Gélose Hektoen :

Composition gélose Hektoen

Ingrédients gramme/litre Ingrédients
Protéose peptone 12g Extrait de levure
Chlorure de sodium 5¢ Sels biliaires
Citrate de fer ammoniacal 1,50 Salicine
Lactose 129 Saccharose
Fuchsine acide 0,1g Bleu de bromothymol

v" Composition de la Gélose Chapman :

Pour 1 litre de milieu :

Composition gélose Chapman

Ingrédients gramme/litre
Peptone 1049
Extrait de viande de boeuf 1lg
Chlorure de sodium 759
Mannitol 10g
Rouge de phénol 0,025g

Gelose 15¢

gramme/litre
39
99
29
129
0,065g
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v' Composition de la Gélose Plate Count Agar :

Composition gélose PCA

Ingrédients gramme/litre
Tryptone 59
Extrait de levure 2.59
Glucose 19
Agar agar bactériologique 12¢

v Préparation de I'eau physiologique:

Dans un flacon de capacité de 1L, on dissout 9g de
NaCl dans un litre d'eau distillée et on mélange
quelque minutes. Ensuite on met dans chaque tube a

essai 9ml de I'eau physiologique.

Annexe 06 : Technique d’ensemencement par stries sur les boites de Pétri :

Ensemencement

Séng dg phrigs

e

Schéma explicatif sur la méthode d’ensemencement

Annexe 07 : Préparation de Mc Farland Standard :

Le standard McFarland0.5 est utilisé lors de préparation
d’inoculum bactérien pour tests de sensibilit¢é aux agents
antimicrobiens donc utilisés comme une référence afin d’ajuster

la turbidité de la suspension bactérienne.

v' Préparation de Mc Farland :

Préparé en mélangeant 0,05 ml de chlorure de baryum a 1,175%
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dihydraté (BaCl, 2H,0), avec 9,95 ml d'acide sulfurique a 1% (H,SO,).

Annexe 08 : Dépo6t des disques de Wattman sur la gélose :

Annexe 09 : Les absorbances correspondantes aux etalons de 1’acide gallique et la courbe

d'étalonnage de I’acide gallique.

C (ug/ml) | 100 75 50 25 12,5 6,25 3,125
A (nm) 1,579 1,446 0,958 0,5 0,215 0,118 0,046
C : concentration (ug/ml) A : absorbance (nm)

Le blanc est d’une absorbance : A= 0,105 nm

Courbe d'étalonnage d'acide gallique
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Annexe 10 : Résultats des tests antibactériens sur milieu solide :
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Résultats de la CMI des quatre extraits contre Escherichia coli
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Résultat de la CMI des quatre extraits contre Pseudomonas aeroginosa et klebsiella
pneumoniae



Résumé

La présente étude est consacrée pour I’évaluation in vitro des propriétés antibactériennes des
extraits éthanoliques, issus des bourgeons de Populus nigra et des feuilles de Clematis
flammula et Fraxinus angustifolia, sur des différentes souches bactériennes (Acenitobacter
baumannii, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Escherichia Coli, Klebsiella pneumonie,
Pseudomonas aeroginosa, Pseudomonas sp, Salmonelle sp, Staphylococcus aureus).
Le potentiel antibactérien est évalué en utilisant deux techniques : la diffusion sur disques en
milieu gélosé et la microdilution. L’étude de 'activité antibactérienne des différents extraits a
montré qu’il existe des variations de sensibilité des bactéries testées selon les extraits bruts.
En ce qui concerne le dosage quantitatif des polyphénols, il ta révélé que Clematis flammula
est tres riche et présente la teneur la plus élevée qui est de 115,31 (mg EAG/g MS). En plus
du dosage, les résultats des tests antibactériens, montrent que Clematis flammula a
significativement inhibé la croissance de toutes les souches a ’exception d’Escherichia Coli
et Salmonella sp, en provoquant des zones d’inhibitions de 10 & 18 mm de diamétre et une
CMI est comprises entre 0,25 mg/ml et 1mg/ml.

Mots clés : Antibactériens, P. nigra, C. flammula, F. angustifolia, polyphénols, CMI.

Abstract

The present study is devoted to the in vitro evaluation of the antibacterial properties of
ethanolic extracts, derived from Populus nigra buds, Clematis flammula and Fraxinus
angustifolia leaves, on different bacterial strains (Acenitobacter baumanni, Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis, Escherichia Coli, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeroginosa,
Pseudomonas sp, Salmonella sp and Staphylococcus aureus). The antibacterial potential is
evaluated using two techniques: diffusion of the discs on agar medium and microdilution.
The study of the antibacterial activity of the different extracts has shown that there are
variations in the sensitivity of the bacteria tested according to the raw extracts. Regarding the
quantitative determination of polyphenols, it turned out that Clematis flammula is very rich
and has the highest content which is 115, 31 (mg EAG/g DM). In addition to the assay, the
results of the antibacterial tests show that Clematis flammula significantly inhibited the
growth of all strains except Escherichia Coli and Salmonella sp by causing inhibition zones of
10 to 18 mm diameter, and a MIC is between 0, 25 mg/ml and 1mg/ml.

Key words: Antibacterials, P. nigra, C. flammula, F. angustifolia, polyphenols, CMI.
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